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AADC L-amino acid decarboxylase 
AIMs abnormal involuntary movement scale 
ANOVA analysis of variance 
BSA bovine serum albumin 
BBB blood-brain barrier 
CMC carboxymetyl cellulose 
COMT catechol-O-methyl transferase 
DA dopamine 
DBS deep brain stimulation 
GDNF glial cell line-derived neurotrophic factor 
iCBI intracerebral brain infusion 
Levodopa L-dihydroxyphenylalanine 
LID levodopa-induced dyskinesia 
MFB medial forebrain bundle 
mGluR metabotropic glutamate receptor 
MAO monoamine oxidase 
MMT memantine 
MPP+ 1-methyl-4-phenylpyridinium ion 
MPTP 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydoropyridine 
MSN medium spiny neuron 
NMDA N-methyl-D-aspartate 
PB phosphate buffer 
PD Parkinson’s disease 
PBS phosphatate-buffered saline 
ROS reactive oxygen species 
S.E.M standard error of the mean 
TH tyrosine hydroxylase 















体のドパミン量が	70-80%	減少すると PD 症状を示すようになる 5)。	
	実 験 動 物 を 用 い た  PD モ デ ル の 作 成 に は 、
1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydoropyridine (MPTP)	 や 、 6-hydroxydopamine 
(6-OHDA) などの神経毒が用いられる。MPTP は全身投与により容易に血液脳関門を
通過し、グリア細胞に取り込まれ、モノアミン酸化酵素 monoamine oxidase (MAO) 
の酸化作用により 1-methyl-4-phenylpyridinium ion（MPP+）に変換され、ドパミント
ランスポーターを介してドパミン神経細胞に取り込まれ、ミトコンドリア呼吸鎖の 






り込まれ、MPTP と同様にミトコンドリア呼吸鎖の complex 1 を阻害し、活性酸素
種	reactive oxygen species (ROS) の産生により酸化ストレスが増加して神経細胞死




















	 カテコールアミン神経毒の一つである 6-OHDA は、実験動物脳内の黒質、線条体、
またはその間を結ぶ軸索線維である medial forebrain bundle (MFB) を標的に直接投
与すると PD 症状を呈することから PD の薬効評価系として古くから使用されて
いる11),12)。齧歯類の片側 6-OHDA 投与モデルでは、障害側への自発回転運動を示し、








	 PD 薬物療法のゴールドスタンダードとして知られる levodopa は、末梢投与する
と血液脳関門を通過し、芳香族	L-アミノ酸脱炭酸酵素 L-amino acid decarboxylase 
(AADC) によりドパミンに変換され、線条体で不足したドパミンを補充するために広
く使用されている。しかし、本薬剤の長期間にわたる使用は、不随意運動性の副作用
である levodopa 誘発性ジスキネジア (LID) や、薬効不安定でドパミン過剰と不足
の状態を繰り返す ON-OFF 現象などを引き起こす23)-25)。 LID は、5 年以上持続的
に levodopa 治療を受けた PD 患者のうち 80% 以上で症状を呈する26)。LID を発
症した PD 患者に対して、電気的な脳深部刺激 deep brain stimulation (DBS) 療法は
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著効するが、長期間のフォローアップに依ればその効果は次第に薄れ、一般的に QOL 








る 30)。 LID の発症には、線条体中型有棘神経細胞 medium spiny neuron (MSN) に
発現しているドパミン D1 受容体とグルタミン酸受容体が相互に関係しており、後
者の中では特に N-methyl-D-aspartate (NMDA) 受容体とメタボトロピック（代謝調
節型）グルタミン酸受容体の関連が考えられている 30)-33)。実際に、NMDA 受容体ま
たはメタボトロピックグルタミン酸受容体 (mGluR4, mGluR5) を特異的な標的とし
た経口投与薬剤による臨床試験が実施されている 32)。現在 PD と LID 治療の臨床で




関門 blood-brain barrier (BBB) 透過性によっては脳内移行率が低いこと、全身性の副
作用が問題になることも多い。これを回避する方法の一つに、脳内インフュージョン





化が困難であった。PD 治療研究における iCBI 技術の検討は、実験動物でも臨床研
究においても長い歴史がある 34)-36)。最近、英国の Whone らは、PD 患者に対して




いては、特定の脳内神経核を標的にした DBS 療法が広がっていることから、DBS 電
極を薬物送達カニューレに置換して、薬剤を脳内局所に連続的かつ可変容量で投与し
て補充や変更も可能な、新しい iCBI 技術の実用化に期待が高まっている。 
 そこで本論文では、6-OHDA 片側 PD モデルマウスにおける新しい iCBI デバイス
を用いた薬効評価系の有効性検証を目的として、以下の実験研究結果を報告する。は
じめに、6-OHDA 片側 PD モデルマウスの後肢に表れる障害をビデオ撮影し観察し、
PD 運動症状と levodopa による薬効の評価指標を行動薬理学的に確立した。続いて、
同モデルマウスに levodopa を慢性投与して LID 様症状を発現させ、新しい iCBI 
デバイスとして、障害側背側線条体を標的に iPRECIOTM brain infusion system を設
置した。このデバイスを介して、認知症治療薬として臨床適応されている NMDA 受







	 本研究では、8 週齢の雄性 C57BL/6 マウス (Nihon SLC, Shizuoka, Japan) を用
いた。飼育環境は、温度 25 ℃、湿度 50 ± 10％ 明暗サイクル 12 時間 (8:30-20:30 点
灯) とし、自由摂食、自由飲水とした。全ての動物実験は、徳島大学動物実験委員会
が定めた実験動物指針に沿って行われた (委員会許可番号 : T28-65、T2019-58)。	
	
2-2. 6-OHDA 片側 PD モデルマウスの作成 
	 ノルアドレナリントランスポーター阻害作用を有する三環系抗うつ薬 
desipramine hydrochloride (Wako, Osaka, Japan) と、モノアミン酸化酵素阻害薬で
ある pargyline hydrochloride (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) を saline に溶か
し、それぞれを 1 mg/kg および 2 mg/kg の用量でマウスに腹腔内投与した。投与 15 
分後、マウスを 2％ isoflurane (Sigma-Aldrich)、70% N2O、30% O2 の混合気体を用
いて吸入麻酔を行った。麻酔が十分に効いたマウスを脳定位固定装置 (Narishige, 
Tokyo, Japan) に固定後、Bregmaに対し、AP: -1.2 mm、ML: +1.1mm、DV: 5.0mm に
位置する右側  MFB を標的とした 39)。6-OHDA-HCl (Sigma-Aldrich) は  0.2 % 
ascorbic acid を含む saline に濃度 15 mg/mLになるよう溶解し、マイクロシリンジ 
(Hamilton, Reno, NV, USA) と電動マイクロインジェクター (Narishige) を用いて流




	 投与から 2 週間後、マウスを 2L ビーカーに入れて 30 分間自発回転運動を観察
し、総回転数の  80% 以上が障害側方向への回転であり、かつ  0.5 mg/kg の
Apomorphine (Sigma-Aldrich) 腹腔内投与により回転方向が健常側へ反転したマウス
を、片側 PD モデルマウスとして以降の実験に使用した (Figure 1A-C)。 
 
2-3. 後肢に表れる障害の評価 
	 マウスを 600 mL ビーカーに入れ、自発的な後肢のステップをビーカーの底面部
分から 5 分間ビデオ録画し、VLC media player を用い 0.3-0.5 倍速の低速で再生し
ながら、左右それぞれの後肢ステップ数をカウントした末梢の運動障害は、正中線交
差により 6-OHDA による脳の障害側 (ipsilateral, 右) と健常側 (contralateral, 左) 
が左右逆転して表れることから、左右それぞれの後肢ステップ数を合算して総ステッ
プ数とし、これに対する患側 (contralateral, 左) のステップ数を評価した。 
 
2-4. Levodopa/Benserazide 投与 
	 末梢  AADC 阻害薬である  benserazide HCl (Sigma-Aldrich) は  saline に、
levodopa は 0.5% CMC 入りの saline にそれぞれ溶解した。片側 PD モデルマウ
スに対して 21 日間毎日、12.5 mg/kg の benserazide HCl を投与し、その 20 分後
に 15 mg/kg の levodopa を腹腔内投与した。 
	 マウスは 6-OHDA を投与していない対照 6-OHDA (-) 群と、回転運動と後肢の障




	 Levodopa 誘発ジスキネジアの評価には、AIMs スコアを用いた。AIMs スコアは、
levodopa 投与を行ってから 10 分毎に 150-180 分間記録した 40)。AIMs スコアは、	
axial (障害側の反対側（健常側）に向かって首と上半身を捻った姿勢)、forelimb (健常
側の前肢の異常な動き、健常側の後肢を掴むような動き)、および orolingual (顎の動
き、または舌を突出する動き) の、計 3 つの異なるパラメーターを観察しスコア化
したものの合計得点からなる (Figure 1D-F)。これらのパラメーターは、以下の基準
に沿って、それぞれ 0 から 4 の 5 段階でスコア化した : 0、異常な動きが全く見
られない ; 1、観察時間の半分未満 ; 2、観察時間の半分以上 ; 3、常に行われている
が刺激により止まる ; 4、常に行われており、刺激によって止まらない。 
 
2-6. 回転運動の評価 
	 LID モデルマウスにおける自発回転運動は 41)、levodopa 投与 6 時間後、2-3 に
記載した方法と同様に障害側への回転率により評価した。また apomorphine 誘発回
転運動も同様に、levodopa 投与 6 時間後に 0.5 mg/kg の apomorphine を腹腔内
に投与し健常側への回転数により評価した。 
 
2-7. iCBI デバイス設置と MMTの投与 
	 マウスを 2% isoflurane (Sigma-Aldrich)、70% N2O、30% O2 の混合気体を用いて
吸入麻酔した後、iPRECIOTM programmable micro infusion pump (Model SMP-300, 
Primetech Co., Tokyo, Japan) を腰部皮下に埋め込んだ。 Infusion cannula は 
Bregma に対し、AP: +0.3 mm、ML: +2,3mm、DV: +3.0mm に位置する 39)、右側 
(6-OHDA 障害側) 線条体を標的に設置した。MMT HCl (Wako) は、0.01 M PBS に
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溶解し、infusion pump リザーバーに充填した。また、濃度ごとに異なる MMT 溶液
をリザーバー内にて交換・充填した。iCBI デバイスのプログラムは、iPRECIO® 
Management Software IMS-300 を用いて、動物 ID （投与する薬剤種、動物の個体 
No. など）、投与量単位と流速 (1 uL/hr)、投与日数 (12 日) を入力・設定した。プ
ログラムした情報は、Wi-Fi により iCBI デバイスに転送した。さらにポンプが作動
して設定したプログラム通りに正しく投与されているか、6 時間毎に Wi-Fi で iCBI 





	 Levodopa 最終投与後、マウスに sodium pentobarbital 溶液 (50 mg/mL) を 0.1 
mL腹腔内投与し、麻酔を行った。次にマウスの心臓の左心室にカニューレを挿入し、
0.9% saline を灌流して血液を除去した後に、0.1 M phosphate buffer (PB, 
NaH2PO4・2H2O 0.02884mol, Na2HPO4・12H2O 0.09004 mol) に溶解した  4% 
paraformaldehyde 溶液にて灌流固定した。固定後、全脳を摘出して同一固定液内で
一晩放置した。Sucrose 濃度を 20% → 30% の順に上昇させた sucrose/0.01 M PBS 
に 1 日ずつ浸漬した後、線条体から bregma 0.38~0.74 mm の範囲で、クライオス
タットにて厚さ 16 µmの切片を作成し、染色するまで 0.05% NaN3 を含む PBSで




	 Individual Indirect Reagent Pack (Perkin Elmer, Shelton, CT, USA) を用いた 42)。内
在性 peroxidase の活性化を抑制するために、0.6% hydrogen peroxidase を含む	
PBS で 15 分間処理し、0.01 M PBS で 5 分間ずつ計 3 回洗浄した。以下、切片
の洗浄は、全て同一条件で行った。次に 3% BSA/PBS で 60 分間インキュベートし
ブロッキング後、同一溶液で希釈した一次抗体溶液 (anti-tyrosine hydroxylase (TH) 
antibody, Millipore, 1:200,000) を用いて 42)、室温で 18 時間インキュベートした。切
片を洗浄し、Histofine Simple Stain HRP 標識の二次抗体 (Nichirei, Tokyo, Japan) を
用いて 45 分インキュベートした。切片を洗浄し、Fluorescein Amplification Regent 
を Amplification Diluent で 1:100 に希釈し、遮光して室温で 15 分間インキュベー
トした。切片を洗浄後、スライドガラスに貼り付けた。 
 
2-8-3. Nissl 染色 
	 切片を室温で 1 日乾燥させた後、0.1% クレシルバイオレット水溶液に 10 分間浸
漬し、95% エタノールを用いて脱色し、適切な染色像が得られるよう分別した。 
100% EtOH にて 5 分間脱水し、キシレンを 5 分間ずつ計 2 回透徹処理を行った
後に、スライドガラスを被せてエンテランニュー顕微鏡用速乾性封入剤 (Merck 
Millipore, Darmstadt, Germany) とともに封入した。 
 
2-8-4. 検鏡と定量 
	 Olympus BX51 顕微鏡  (Olympus, Tokyo, Japan) にて観察、撮影し、Adobe 
Photoshop CS4 を用いて、色調、コントラスト、明るさなどを調整した。 
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	 また、線条体 TH 陽性線維密度の計測は、画像解析ソフト (WinRoof Ver.5, Mitani 
Co., Fukui, Japan) を用いた。 
 
2-9. 統計解析 
	 全ての値は mean ± S.E.M で表し、二群間比較には paired two-tailed t-test もしく
は Mann-Whitney U-test を用いた。多重比較は、one-way analysis of ANOVA もし
くは two-way analysis of ANOVA による解析を行い、これに続き Scheffe’s post hoc 
test、Fisher’s PLSD test または Bonferroni’s post-hoc test により有意差検定を行い、
有意水準を 5% 未満に設定した。統計解析と検定には、GraphPad Prism 7 software 








3-1. 片側 PD モデルマウスの作成と後肢に表れる障害性ステップの評価 
	 マウス脳右側の MFBに 6-OHDA を投与して 2 週間後、行動薬理学的および免疫
組織化学的解析により、片側 PD モデルマウスとしての妥当性を検証した。健常側 
(contralateral) への自発回転運動は、6-OHDA を投与していないマウスでは 50% 程
度であるのに対し、6-OHDA 投与したマウスでは有意に低下しており、このマウス
に 0.5 mg/kg の Apomorphine を投与すると回転方向は反転し、健常側への回転率
に有意な増加が見られた (Figure 2A)。Figure 2A で得られた回転率の算出に用いた、
各群マウスの総回転数を比較したところ、6-OHDA 投与の有無で総回転数に差は見
られなかったが、Apomorphine 投与群では他の群と比較して統計上有意に総回転数
が増加した (Figure 2B)。チロシン水酸化酵素 tyrosine hydroxylase (TH) はドパミン
合成の律速酵素であり、ドパミン神経細胞マーカーとして知られている。この酵素に
対する特異的抗体を用いた免疫組織化学的解析を行ったところ、6-OHDA を投与し
た障害側 (lesion side) における TH 陽性線維密度が、投与をしていない反対側 
(non-lesion side) と比較して低下しており、これを定量したところ反対側のおよそ 
30% 程度まで有意に減少していた (Figure 2C, D)。したがって、本モデルマウスは
片側 PD モデルとして妥当であると判断された。 
	 このような片側 PD モデルマウスに、saline あるいは levodopa (1 mg/kg および 
3 mg/kg) を腹腔内投与して観察用ビーカーに入れ投与 10 分後から 5 分間ビデオ撮
影し、前節 2-3 に記載した方法により左右後肢の自発ステップ数を測定した (Figure 
3A)。マウス後肢の 5 分間の総ステップ数は、6-OHDA 投与の有無による差はみら
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れなかったが、levodopa の投与群では、用量依存的に増加し、3 mg/kg 投与群では 
control 群および 6-OHDA 群のいずれと比較しても有意に増加した (Figure 3B)。続
いて、左側 (contralateral) 後肢の使用頻度を総ステップ数に対する割合として算出し
たところ、6-OHDA 投与マウスの左側の後肢の使用頻度は control 群と比較して有
意に減少しており、これに levodopa を投与すると用量依存的かつ統計上有意に回復
した (Figure 3C)。さらに右側 (ipsilateral) 後肢の使用頻度も同様に解析したところ、
6-OHDA 投与マウスでは左側後肢とは逆に control 群と比較して有意に増加してお
り、これに levodopa を投与すると用量依存的かつ統計上有意に減少した (Figure 
4A)。また 6-OHDA 投与マウスの後肢を観察中、通常は左右交互のステップが、右
側後肢のみ連続した使用もしばしばみられたことから、その詳細を解析した。右側後
肢の 2 回連続したステップ (Figure 4B) および 3 回連続したステップ (Figure 4C) 
は、いずれも 6-OHDA 群で増加しており、それらはいずれも levodopa 投与にとっ
て用量依存的に減少した (Figure 4B,C)。 
	 後肢の障害解析に使用したビデオ映像を用いて、同一条件下の回転運動を解析した
ところ、6-OHDA 投与群では、control 群に比較して健常側 (contralateral) への回転
率が著しく低下しており、これは levodopa 投与によって用量依存的に回復した 




3-2. LID モデルの作成と iCBI デバイスによる MMTの薬効評価 
 17 
	 本項では、6-OHDA 片側 PD モデルマウスとして、自発回転運動、apomorphine 誘
発回転運動、および前項にて確立した後肢の障害性ステップの、3 つの評価基準を全
て満たしたマウスを使用した。Figure 6A に実験スケジュールを示す。前節 2-5 に
示した方法に従って、片側 PD モデルマウスに 15 mg/kg の levodopa を 21 日間
投与して、AIMs スコアの評価から LID モデルマウスを確立した。 Figure 6B に示
す通り、片側 PD モデルマウスにおいて levodopa 投与開始から 21 日目に、投与
後 10 分毎の AIMs スコアを 180 分にわたって記録し解析したところ、levodopa 
投与 10 分後から AIMs スコアが増加して 60 分以上高い ON 状態が観察され、そ
の後 120 分を超えると AIMs スコアは消失した (Figure 6B)。計測時間 180 分の
AIMs スコアを合算して比較したところ、6-OHDA 投与群で著しく増加していること
が確認された (Figure 6C)。Levodopa 投与によって、このような AIMs スコアの顕
著な増加を示したマウスを、LID モデルマウスとした。 
	 一方、levodopa 投与から 6 時間後の LID モデルマウスは、ドパミン枯渇を反映
した OFF 状態になり、Figure 7A-7C に示すように PD 運動症状が観察された。
Figure 7A に示す自発回転運動は、自発的な障害側への回転率が有意に上昇し、Figure 
7B に示す Apomorphine 誘発回転運動は自発回転運動から反転して健常側への回転
数が有意に増加し、Figure 7C に示す後肢のステップは左側 (contralateral) の使用率
が有意に減少した。すなわち前項にて検討した PD 運動症状の 3 条件を全て満たし
ていた。 
	 このように LID 症状と PD 運動症状を呈したマウスの障害側背側線条体を標的




た (Figure 8B, C)。また、この組織切片を Nissl 染色したところ、カニューレ痕周辺
のおそらくグリオーシスと思われる細胞集合を除いては、特に組織の損傷は見られな
かった (Figure 8D)。 
	 障害側背側線条体を標的に iCBI デバイスを設置したマウスにおいて control 群
は 0.01 M PBS を、MMT 群は、MMT を 0.28 ng/µL (very low)、1.12 ng/µL (low)、
4.48 ng/µL (medium)、17.93 ng/µL (high) の 4 つの濃度設定で、各々 3 日間ずつ、
流速 1.0 µL/hr にて合計 12 日間持続的に投与をした。 MMT の持続投与開始と同
時に、1 日 1 回の levodopa 投与の再開した (Figure 6A)。 
	 各々の MMT 濃度の投与最終日に AIMs スコアを評価し、LID に対する MMT の
薬効を検討した。Very low および low では、PBS 群と MMT 群の間に 10 分ごと
の  AIMs スコアの差は見られず、60 分以上  AIMs スコアの上昇が観察された	
(Figure 9A, B)。Medium では、PBS 群の AIMs スコアが levodopa 投与後 120 分
まで上昇しているのに対し、MMT 投与群では PBS 群より早く減少し、90 分後に
はほとんど消失し (Figure 9C)、high では、計測時間全てを通じて 10 分ごとの 
AIMs スコアが PBS 群より著しく低下しており、スコアのピーク値とプラトー相の 
20 分後から 60 分後においても PBS 群のおよそ 50% 程度まで減少していた 
(Figure 9D)。 計測時間 180 分の AIMs スコアを合算して比較したところ、very low 
および low では PBS 群と MMT 群間で 統計上有意差は見られなかったが、
medium から high では MMT の濃度依存的に減少しており、high の投与最終日 
(Day 42) には、PBS 群のみならず very low および low と比較しても有意に減少し
た (Figure 9E)。このように iCBI デバイスによる片側 PD モデルマウス背側線条体
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への MMT インフュージョンは、濃度依存的に AIMs スコアを減少させ、LID を抑
制することが示された。 
	 次に、片側 PD モデルマウスの PD 運動症状に対する、MMT の薬効を評価した。
本評価は、自発回転運動 (Figure 10A, D)、apomorphine 誘発回転運動 (Figure 10B) 
および後肢の障害性ステップ (Figure 10C, E) により、MMT 投与開始日 (Day 31) 
と投与最終日 (Day 42) の、levodopa 腹腔内投与 6 時間後にそれぞれ解析した。障
害側への自発回転率は、MMT 投与開始日 (very low) には PBS 群との間に差は見ら
れなかったが、MMT 投与最終日 (high) には、PBS群や投与開始日の MMT 群 (very 
low) に比較して統計上有意に減少した (Figure 10A)。なおいずれの群間においても、
自発回転数の総数に差は見られなかった (Figure 10D)。Apomorphine 誘発回転数も、
自発回転率と同様に、投与開始日の PBS 群と MMT 群 (very low) の間に差は見ら
れなかったが、投与最終日の MMT 群 (high) では、PBS 群や投与開始日の MMT 群 
(very low) と比較して健常側への回転数は統計上有意に減少していた (Figure 10B)。	
さらに、左側後肢 (contralateral) 障害性ステップを解析したところ、投与開始日の 
PBS 群と MMT 群 (very low) 間に有意差は見られず、使用頻度が減少したままであ
ったが、投与最終日の MMT 群 (high) における左側後肢の使用頻度は 50% 程度ま
で統計上有意に回復していた (Figure 10C)。なお、いずれの測定日においても、左右
後肢の総ステップ数に各群間の有意差は見られなかった (Figure 10E)。 







	 本論文では、6-OHDA 片側 PD モデルマウスの後肢にみられる障害性ステップが、
PD 運動症状と薬効評価の解析指標になることを初めて示すとともに、障害側背側線
条体を標的に設置した iCBI デバイスを介して脳内インフュージョンした MMT が、
LID 様症状および PD 運動症状をいずれも減弱させる治療効果を有することを初め
て報告した。 





Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (UPDRS) には、動作緩慢、無動、歩行障
害などの運動障害が評価項目に含まれており 22)、下肢の障害も主要な PD 症状の一
つであることから、PD 実験動物モデルでこれに相当する評価指標を確立することは、
病態解析や新規治療法・治療薬の開発において、検出力を高める観点から有意義であ









	 続いてこの片側 PD モデルマウスにおいて、本研究では iCBI technique により、
iPRECIOTM micro infusion pump を用いた障害側背側線条体への MMT 直接投与を
実施した。従来の iCBI technique では、浸透圧ポンプやシリンジポンプなどが広く
用いられてきたが、浸透圧ポンプは薬剤の投与量変更や交換が困難であり、シリンジ
ポンプは実験動物と薬液注入機器を物理的に接続する必要があることから、実験動物







	 本研究において、LIDモデルマウスに対する iCBI デバイスを用いた MMT インフ
ュージョンは、LID 様症状と PD 運動症状のいずれに対しても有意な治療効果を示
したことから、本法は、levodopa 療法が長期化して LID などの副作用が発現した 
PD 病相後期の患者に対して有効であることが期待される。 
	 線条体 NMDA 受容体 45)の過剰な活性化は、LID の発症と PD 運動症状が主体と
なる OFF 状態発現の両方に深く関わっていると考えられており 28),29),31),46)、実際に
臨床でも、LID や PD 運動症状を示す PD 患者において NMDA 受容体アンタゴニ









れたが 54)、PD 患者の治療には MMT の適応が得られておらず、適切な用量や投与





と MMT の LID 治療における薬剤耐性発現機構が、中枢性あるいは末梢性であるの
か不明であるが、継続的な経口または全身投与によって生じる薬剤耐性が、治療の有
効性を制限するのであれば、物理的侵襲に伴う合併症などのリスクを考慮しても、薬
理学的 DBS のような iCBI デバイスを用いた線条体内への直接的な薬物送達シス
テムを開発する価値は、十分あると考えられる。本研究結果がその実用化に向けた嚆
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Figure 1. Representative pictures of 6-OHDA-induced hemi-parkinsonism mice. 
(A-C) Rotational behaviors. (A) Non-lesioned mice. (B) Spontaneous rotations 
ipsilateral to 6-OHDA-lesioned side.  (C) Apomorphine-induced contralateral turns.  
(D-F) AIMs test. Levodopa-induced abnormal involuntary movements in mice with 
hemi-parkinsonism caused by 6-OHDA lesions. Pictures show the axial (D), limb (E) 
and oral (F) behaviors. 
 
Figure 2. Generation of 6-OHDA-induced hemi-parkinsonian mice. 
(A) Rotation to contralateral side indicated as % of total counts in a 30-min test. 
Values are expressed as mean ± SEM (n = 5, F2,12 = 363.6, ***P < 0.005 vs. control). 
One-way ANOVA followed by Scheffe’s post hoc test. 
(B) Total number of turns in 30 min. Values are expressed as mean ± SEM (n = 5, 
F2,12 = 77.164, ***P < 0.005 vs. control, ###P < 0.005 vs. 6-OHDA). One-way ANOVA 
followed by Scheffe’s post hoc test.  
(C) Representative image of TH immunostaining in the striatum of a unilateral 
6-OHDA-lesioned mouse. Scale bar indicates 500 µm.  
(D) Quantitative analysis of striatal TH immunoreactivity (IR) indicated by density 
(A.U., arbitrary unit). Values are expressed as mean ± SEM (n = 5, ***P < 0.005 vs. 
non-lesioned side). Two-tailed t-test.  
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Figure 3. Evaluation of hind limb steps.  
(A) Topological configuration of the analyzed hind limb.  
(B) Total count of spontaneous hind limb steps in a 5-min test. Values are expressed 
as mean ± SEM (n = 5, F3,16 = 6.24, *P < 0.05 vs. control, #P < 0.05 vs. 6-OHDA).  
(C) Steps of the contralateral hind limb, indicated as % of total counts. Values are 
expressed as mean ± SEM (n = 5, F3,16 = 10.2, *P < 0.05 vs. control, #P < 0.05, ###P < 
0.005 vs. 6-OHDA). One-way ANOVA followed by Scheffe’s post hoc test.  
 
Figure 4. Evaluation of sequential ipsilateral hind limb steps in a 5-min test.  
(A) Steps of the ipsilateral hind limb, indicated as % of total counts.  
(B) Counts of sequential double steps in the ipsilateral hind limb. Values are 
expressed as mean ± SEM (n = 5, F3,16 = 2.83). 
(C) Counts of sequential triple steps in the ipsilateral hind limb. Values are expressed 
as mean ± SEM (n = 5, F3,16 = 7.35, *P < 0.05 vs. control, #P < 0.05 vs. 6-OHDA). 
One-way ANOVA followed by Scheffe’s post hoc test. Values are expressed as mean 
± SEM (n = 5, F3,16=10.2, *P <0.05 vs. control, #P <0.05, ###P <0.005 vs. 6-OHDA). 
One-way AVOVA followed by Scheffe’s post hoc test. 
 
Figure 5. Evaluation of levodopa-induced rotation. Rotation to contralateral-to-lesion 
side indicated as % of total counts in a 5-min test. Values are expressed as mean ± 
SEM (n = 5, F3,16 = 10.67, *P < 0.05 vs. control, ###P < 0.005 vs. 6-OHDA). One-way 
ANOVA followed by Fisher’s PLSD test.  
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Figure 6. Generation of dyskinetic mice for the intracerebral brain infusion (iCBI) 
experiments.  
(A) Timeline of experimentations (see “Expermental Methods” section). Dyskinetic 
mice were implanted with programmable intracerebral brain infusion (iCBI) systems 
equipped with iPRECIOTM micro infusion pumps at day 28. After a recovery of 3 days, 
they restarted receiving daily levodopa/benserazide treatments for the next 12 days. 
Simultaneously, MMT-treated dyskinetic mice received continuous intrastriatal 
infusion of MMT 0.28 ng/μl at a flow rate of 1.0 μl/h for the first 3 days (days 31–33), 
MMT 1.12 ng/μl at a flow rate of 1.0 μl/h for the next 3 days (days 34–36), MMT 4.48 
ng/μl at a flow rate of 1.0 μl/h for the next 3 days (days 37–39), and MMT 17.93 ng/μl 
at flow rate of 1.0 μl/h for the last 3 days (days 40–42). In parallel, PBS-treated 
dyskinetic mice received 0.01 M PBS infusion under the same protocol. AIMs tests for 
MMT- or PBS-treated mice were done at days 33, 36, 39, and 42.  
(B) Time course of the abnormal involuntary movements (AIMs) scored every 10 min 
over a period of 180 min after the last levodopa administration in naïve mice and 
6-hydroxydopamine (6-OHDA)-lesioned mice. Data are means ± SEM at each time 
point (naïve mice, n = 10; 6-OHDA-lesioned mice, n = 14).  
(C) Total AIMs score in naïve mice and 6-OHDA-lesioned mice with levodopa 
administration at day 21. 6-OHDA (–) (n = 10); 6-OHDA (+) (n = 14). Data are means 
± SEM. ***P < 0.005 vs. naïve mice; Two-tailed t-test.  
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Figure 7. PD symptoms analyzed in dyskinesic mice. 
(A) Spontaneous rotations ipsilateral to 6-OHDA-lesioned side percent of total in mice 
with or without 6-OHDA lesions. 6-OHDA (–) (n = 6); 6-OHDA (+) (n = 6). Data are 
means ± SEM. **P < 0.01 vs. 6-OHDA (–); Mann-Whitney U-test.  
(B) Counts of apomorphine-induced contralateral turns per 30 min in mice with or 
without 6-OHDA lesions. 6-OHDA (–) (n = 6); 6-OHDA (+) (n = 6). Data are means ± 
SEM. **P < 0.01 vs. naïve controls; Mann-Whitney U-test.  
(C) Counts of hind limb steps. Steps of the contralateral hind limb as % of the total 
count in the naïve controls (n = 6) and Hemi-PD mice (n = 6). Data are means ± SEM. 
*P < 0.05 vs. naïve; Mann-Whitney U-test.  
 
Figure 8. Implant of iCBI device and tissue image in mice. 
(A–D) Schematic representation of the iCBI system, in which the pump and tubing 
were implanted completely under the skin (A). The infusion cannula implanted into the 
dopamine-depleted striatum (B), together with the image of striatum after fixation and 
removal of the cannula (C), and with a Nissl-stained image (D). Scale bars show 0.5 
mm in (C) and 100 μm in (D).  
 
Figure 9. Effects of intrastriatal memantine (MMT) infusion on levodopa-induced 
abnormal involuntary movements (AIMs) in dyskinetic mice.  
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(A–D) Time-sequential changes in the AIM scores every 10 min over a period of 180 
min after the last levodopa administration in mice with intrastriatal infusion of PBS (n = 
7) or MMT (n = 7) at day 33 (A), day 36 (B), day 39 (C), and day 42 (D).  
(E) Total AIMs score in mice with intrastriatal infusion of PBS or MMT at days 33, 36, 
39, and 42. Data are means ± SEM. A significant effect of the MMT infusion treatment 
is found [two-way ANOVA: F(group×dose)3,48 = 5.856, P = 0.0017]. Bonferroni’s post-hoc 
test: PBS day 33 vs. MMT day 33, not significant (N.S.); PBS day 36 vs. MMT day 36, 
N.S.; and PBS day 42 vs. MMT day 42, ***P < 0.001. Significant differences in the 
severity of AIMs at days 33, 36, and 42 are found (Bonferroni’s post-hoc test: MMT 
day 33 vs. MMT day 42, ##P < 0.01; MMT day 36 vs. MMT day 42, $$P < 0.01).  
 
FIGURE 10. Effects of intrastriatal memantine (MMT) infusion on parkinsonian signs 
in the dyskinetic mice. 
 (A) Spontaneous rotations ipsilateral to the 6-OHDA-lesioned side percent of the total 
in the groups of PBS infusion at day 31 (PBS day 31, n = 7), MMT infusion at day 31 
(MMT day 31, n = 7), PBS infusion at day 42 (PBS day 42, n = 7), and MMT infusion 
at day 42 (MMT day 42, n = 7). Data are means ± SEM. A significant effect of MMT 
infusion [two-way ANOVA: F(group×dose)1,24 = 10.25, P = 0.0038] is observed. 
Bonferroni’s post-hoc test: not significant (N.S.); MMT day 31 vs. MMT day 42, **P < 
0.01; PBS day 42 vs. MMT day 42, ###P < 0.001. 
(B) Counts of apomorphine-induced contralateral turns per 30 min in the groups of 
PBS day 31 (n = 6), MMT day 31 (n = 6), PBS day 42 (n = 6), and MMT day 42 (n = 6). 
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Data are means ± SEM. A significant effect of MMT infusion [two-way ANOVA: 
F(group×dose)1,20 = 9.608, P = 0.0056] is found. Bonferroni’s post-hoc test: not 
significant (N.S.); MMT day 31 vs. MMT day 42, *P < 0.05; PBS day 42 vs. MMT day 
42, ###P < 0.001.  
(C) Spontaneous contralateral hind limb steps as % of the total in PBS day 31 (n = 5), 
MMT day 31 (n = 5), PBS day 42 (n = 5), and MMT day 42 (n = 5). Data are means ± 
SEM. A significant effect of MMT infusion [two-way ANOVA: F(group×dose)1,16 = 7.891, P 
= 0.0126] is found. Bonferroni’s post-hoc test: not significant (N.S.); MMT day 31 vs. 
MMT day 42, ***P < 0.001; PBS day 42 vs. MMT day 42, #P < 0.05.  
(D) Total number of turns in spontaneous rotations summed with both ipsi- and 
contra-lateral directions. Data are means ± SEM. No significance was observed 
[two-way ANOVA: F(group×dose)1,24 = 6.507, P = 0.0434]. 
(E) Total number of steps summed with both ipsi- and contra-lateral hind limbs. Data 
are means ± SEM. No significance was observed [two-way ANOVA: F(group×dose)1,16 = 




Representative pictures of 6-OHDA-induced hemi-parkinsonism mice.
(A-C) Rotational behaviors. (A) Non-lesioned mice. (B) Spontaneous rotations 
ipsilateral to 6-OHDA-lesioned side. (C) Apomorphine-induced contralateral turns. 
(D-F) AIMs test. Levodopa-induced abnormal involuntary movements in mice with 
hemi-parkinsonism caused by 6-OHDA lesions. Pictures show the axial (D), limb 


































































Generation of 6-OHDA-induced hemi-parkinsonian mice.
(A) Rotation to contralateral side indicated as % of total counts in a 30-min test. 
Values are expressed as mean ± SEM (n = 5, F2,12 = 363.6, ***P < 0.005 vs. 
control). One-way ANOVA followed by Scheffe’s post hoc test.
(B) Total number of turns in 30 min. Values are expressed as mean ± SEM (n = 5, 
F2,12 = 77.164, ***P < 0.005 vs. control, ###P < 0.005 vs. 6-OHDA). One-way 
ANOVA followed by Scheffe’s post hoc test. 
(C) Representative image of TH immunostaining in the striatum of a unilateral 6-
OHDA-lesioned mouse. Scale bar indicates 500 µm. 
(D) Quantitative analysis of striatal TH immunoreactivity (IR) indicated by density 
(A.U., arbitrary unit). Values are expressed as mean ± SEM (n = 5, ***P < 0.005 



































































































Evaluation of hind limb steps. 
(A) Topological configuration of the analyzed hind limb. 
(B) Total count of spontaneous hind limb steps in a 5-min test. Values are 
expressed as mean ± SEM (n = 5, F3,16 = 6.24, *P < 0.05 vs. control, #P < 0.05 vs. 
6-OHDA). 
(C) Steps of the contralateral hind limb, indicated as % of total counts. Values are 
expressed as mean ± SEM (n = 5, F3,16 = 10.2, *P < 0.05 vs. control, #P < 0.05, 
































Evaluation of sequential ipsilateral hind limb steps in a 5-min test. 
(A) Steps of the ipsilateral hind limb, indicated as % of total counts. 
(B) Counts of sequential double steps in the ipsilateral hind limb. Values are 
expressed as mean ± SEM (n = 5, F3,16 = 2.83).
(C) Counts of sequential triple steps in the ipsilateral hind limb. Values are 
expressed as mean ± SEM (n = 5, F3,16 = 7.35, *P < 0.05 vs. control, #P < 0.05 vs. 
6-OHDA). One-way ANOVA followed by Scheffe’s post hoc test. Values are 
expressed as mean ± SEM (n = 5, F3,16=10.2, *P <0.05 vs. control, #P <0.05, ###P
















































































































Evaluation of levodopa-induced rotation.
Rotation to contralateral-to-lesion side indicated as % of total counts in a 5-min
test. Values are expressed as mean ± SEM (n = 5, F3,16 = 10.67, *P < 0.05 vs.





























































Generation of dyskinetic mice for the intracerebral brain infusion (iCBI) experiments. 
(A) Timeline of experimentations (see “Expermental Methods” section). Dyskinetic
mice were implanted with programmable intracerebral brain infusion (iCBI) systems 
equipped with iPRECIOTM micro infusion pumps at day 28. After a recovery of 3 days, 
they restarted receiving daily levodopa/benserazide treatments for the next 12 days. 
Simultaneously, MMT-treated dyskinetic mice received continuous intrastriatal
infusion of MMT 0.28 ng/μl at a flow rate of 1.0 μl/h for the first 3 days (days 31–33), 
MMT 1.12 ng/μl at a flow rate of 1.0 μl/h for the next 3 days (days 34–36), MMT 4.48 
ng/μl at a flow rate of 1.0 μl/h for the next 3 days (days 37–39), and MMT 17.93 ng/μl
at flow rate of 1.0 μl/h for the last 3 days (days 40–42). In parallel, PBS-treated 
dyskinetic mice received 0.01 M PBS infusion under the same protocol. AIMs tests 
for MMT- or PBS-treated mice were done at days 33, 36, 39, and 42. 
(B) Time course of the abnormal involuntary movements (AIMs) scored every 10 min 
over a period of 180 min after the last levodopa administration in naïve mice and 6-
hydroxydopamine (6-OHDA)-lesioned mice. Data are means ± SEM at each time 
point (naïve mice, n = 10; 6-OHDA-lesioned mice, n = 14). 
(C) Total AIMs score in naïve mice and 6-OHDA-lesioned mice with levodopa 
administration at day 21. 6-OHDA (–) (n = 10); 6-OHDA (+) (n = 14). Data are means 


































































































PD symptoms analyzed in dyskinesic mice.
(A) Spontaneous rotations ipsilateral to 6-OHDA-lesioned side percent of total in 
mice with or without 6-OHDA lesions. 6-OHDA (–) (n = 6); 6-OHDA (+) (n = 6). 
Data are means ± SEM. **P < 0.01 vs. 6-OHDA (–); Mann-Whitney U-test. 
(B) Counts of apomorphine-induced contralateral turns per 30 min in mice with or 
without 6-OHDA lesions. 6-OHDA (–) (n = 6); 6-OHDA (+) (n = 6). Data are 
means ± SEM. **P < 0.01 vs. naïve controls; Mann-Whitney U-test. 
(C) Counts of hind limb steps. Steps of the contralateral hind limb as % of the 
total count in the naïve controls (n = 6) and Hemi-PD mice (n = 6). Data are 










Implant of iCBI device and tissue image in mice.
(A–D) Schematic representation of the iCBI system, in which the pump and 
tubing were implanted completely under the skin (A). The infusion cannula 
implanted into the dopamine-depleted striatum (B), together with the image of 
striatum after fixation and removal of the cannula (C), and with a Nissl-stained 





































































































































Effects of intrastriatal memantine (MMT) infusion on levodopa-induced abnormal 
involuntary movements (AIMs) in dyskinetic mice. 
(A–D) Time-sequential changes in the AIM scores every 10 min over a period of 
180 min after the last levodopa administration in mice with intrastriatal infusion of 
PBS (n = 7) or MMT (n = 7) at day 33 (A), day 36 (B), day 39 (C), and day 42 (D).
(E) Total AIMs score in mice with intrastriatal infusion of PBS or MMT at days 33, 
36, 39, and 42. Data are means ± SEM. A significant effect of the MMT infusion 
treatment is found [two-way ANOVA: F(group×dose)3,48 = 5.856, P = 0.0017]. 
Bonferroni’s post-hoc test: PBS day 33 vs. MMT day 33, not significant (N.S.); 
PBS day 36 vs. MMT day 36, N.S.; and PBS day 42 vs. MMT day 42, ***P < 
0.001. Significant differences in the severity of AIMs at days 33, 36, and 42 are 
found (Bonferroni’s post-hoc test: MMT day 33 vs. MMT day 42, ##P < 0.01; MMT 
























































































































































Effects of intrastriatal memantine (MMT) infusion on parkinsonian signs in the dyskinetic mice.
(A) Spontaneous rotations ipsilateral to the 6-OHDA-lesioned side percent of the total in the 
groups of PBS infusion at day 31 (PBS day 31, n = 7), MMT infusion at day 31 (MMT day 31, n
= 7), PBS infusion at day 42 (PBS day 42, n = 7), and MMT infusion at day 42 (MMT day 42, n
= 7). Data are means ± SEM. A significant effect of MMT infusion [two-way ANOVA: 
F(group×dose)1,24 = 10.25, P = 0.0038] is observed. Bonferroni’s post-hoc test: not significant 
(N.S.); MMT day 31 vs. MMT day 42, **P < 0.01; PBS day 42 vs. MMT day 42, ###P < 0.001.
(B) Counts of apomorphine-induced contralateral turns per 30 min in the groups of PBS day 
31 (n = 6), MMT day 31 (n = 6), PBS day 42 (n = 6), and MMT day 42 (n = 6). Data are means 
± SEM. A significant effect of MMT infusion [two-way ANOVA: F(group×dose)1,20 = 9.608, P = 
0.0056] is found. Bonferroni’s post-hoc test: not significant (N.S.); MMT day 31 vs. MMT day 
42, *P < 0.05; PBS day 42 vs. MMT day 42, ###P < 0.001. 
(C) Spontaneous contralateral hind limb steps as % of the total in PBS day 31 (n = 5), MMT 
day 31 (n = 5), PBS day 42 (n = 5), and MMT day 42 (n = 5). Data are means ± SEM. A 
significant effect of MMT infusion [two-way ANOVA: F(group×dose)1,16 = 7.891, P = 0.0126] is 
found. Bonferroni’s post-hoc test: not significant (N.S.); MMT day 31 vs. MMT day 42, ***P < 
0.001; PBS day 42 vs. MMT day 42, #P < 0.05. 
(D) Total number of turns in spontaneous rotations summed with both ipsi- and contra-lateral 
directions. Data are means ± SEM. No significance was observed [two-way ANOVA: 
F(group×dose)1,24 = 6.507, P = 0.0434].
(E) Total number of steps summed with both ipsi- and contra-lateral hind limbs. Data are 
means ± SEM. No significance was observed [two-way ANOVA: F(group×dose)1,16 = 0.3957, P = 
0.5634]. 49
